Caracterização de correntes de potássio de receptores auditivos de Schistocerca gregaria by Alves, Daniel Baptista Leal
 Universidade de Lisboa 
 
Faculdade de Ciências 
 
Departamento de Biologia Animal 
 
 
 
 
 
Caracterização de correntes de potássio de receptores audi-
tivos de Schistocerca gregaria 
 
 
 
Daniel Baptista Leal Alves 
 
 
Mestrado em Biologia Evolutiva e do Desenvolvimento 
 
2007 
 
 
 
 Universidade de Lisboa 
 
Faculdade de Ciências 
 
Departamento de Biologia Animal 
 
 
 
 
 
Caracterização de correntes de potássio de receptores audi-
tivos de Schistocerca gregaria 
 
 
Daniel Baptista Leal Alves 
 
 
Tese orientada pelos Professores Doutores Paulo Fonseca e 
Ana Isabel Moura Santos 
 
 
Mestrado em Biologia Evolutiva e do Desenvolvimento 
 
2007 
 
3 
Resumo 
 
Os processos de sintonia estão descritos, em Insectos, como sendo dependentes das 
características mecânicas das estruturas auditivas. Contudo, começam a surgir evidências 
de que mecanismos electrofisiológicos poderão estar envolvidos neste processo. Para 
esclarecer esta questão, torna-se necessário conhecer as correntes presentes nas células 
receptoras auditivas. Foi necessário o desenvolvimento de um protocolo para isolar as 
células do órgão auditivo de Schistocerca gregaria. As correntes de potássio presentes 
nestas células foram investigadas recorrendo à técnica de Whole-Cell Patch-Clamp. Esta 
técnica identificar duas correntes de potássio diferentes, uma com parâmetros da activa-
ção e inactivação mais rápidos e despolarizados do que a outra. Duas das células estuda-
das apresentaram apenas uma das duas correntes. Não foi possível identificar o papel des-
tas correntes na sintonia da resposta do órgão auditivo mas o estabelecimento desta técni-
ca poderá permitir novas descrições de correntes de receptores auditivos de Insectos.  
 
Palavras-chave: audição, correntes de potássio, Whole-Cell Patch-Clamp, Schistocerca 
gregaria. 
 
 
Abstract 
In Insects, the tuning of the auditory organ is considered to be essentially dependent 
on the mechanical properties of the peripheral auditory structures. However, evidences 
pointing to the involvement of electrophysiological mechanisms at the level of the audi-
tory receptor cells are arising. In order to clarify this process, it is necessary to study the 
currents present in the cells that compose these organs. As a first step it was necessary to 
develop a protocol to isolate the cells of the hearing organ of Schistocerca gregaria. 
Then, the potassium currents present in these cells were investigated, using the Whole-
Cell Patch-Clamp technique. It was possible to identify two different potassium currents, 
one with faster and more depolarized activation and inactivation parameters than the 
other. In two of the studied cells presented only one of the currents was found. Although 
it was not possible to demonstrate the role of the potassium currents in the tuning of the 
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auditory periphery in this species, the development of the technique may contribute to the 
description of more currents of auditory receptors of Insects.  
 
Keywords: hearing, potassium currents, Whole-Cell Patch-Clamp, Schistocerca gregaria. 
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Introdução 
 
O órgão auditivo é o órgão responsável pela conversão das vibrações induzidas na 
membrana do tímpano em actividade eléctrica relevante para o sistema nervoso (Fettipla-
ce e Fuchs, 1999). O aparelho auditivo dos Vertebrados, com excepção dos peixes, é 
composto tipicamente por três regiões: a região externa que capta, concentra e conduz a 
onda sonora para a membrana do tímpano, a região média que é a responsável pela con-
dução e amplificação dos movimentos do tímpano até à janela oval que por sua vez 
comunica com a região interna, o órgão auditivo propriamente dito, onde ocorre a trans-
dução de sinal (Dallos, 1992). As vibrações do tímpano são conduzidas até uma cavidade 
cheia de líquido no ouvido interno. Essas vibrações são transmitidas ao líquido pela jane-
la oval gerando ondas de pressão hidrostática. As ondas de pressão movimentam a mem-
brana basal. As células receptoras (“hair cells”), responsáveis pela transdução de sinal 
assentam na membrana basal. Estas células possuem conjuntos de cílios ligados entre si 
na sua região apical que são deflectidos aquando dos movimentos da membrana basal. 
Tal deflexão promove a abertura de canais iónicos mecanotransdutores localizados nos 
cílios, permitindo a passagem de corrente através dos mesmos, a despolarização da célula 
receptora e a geração de sinais eléctricos interpretáveis pelo sistema nervoso do animal 
(Dallos, 1992).  
Em Insectos, as estruturas auditivas mais comuns seguem o modelo timpânico. Nes-
te modelo o tegumento do animal possui uma região especializada muito fina, o tímpano, 
localizado normalmente sobre uma cavidade, resultante geralmente de uma especializa-
ção do sistema traqueal. Esta cavidade permite a adaptação das impedâncias externa e 
interna e, assim, diminui a energia da onda incidente necessária para que ocorra vibração 
da membrana do tímpano (Yack, 2004). O órgão auditivo responsável pela transdução 
está ligado muitas vezes, mas não sempre, à membrana do tímpano. 
O órgão auditivo dos Insectos é composto por scolopidia, cada um constituído por 
um neurónio bipolar sensorial cuja região dendrítica se liga à cápsula do scolopidium 
através de um cílio modificado. Esta por sua vez contacta, de forma directa ou indirecta, 
com a membrana timpânica através da célula de ligamento. O neurónio está rodeado por 
células de suporte na região do corpo celular (Yager, 1999; Yack, 2004; Kernan, 2007). 
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A região dendrítica divide-se em duas porções, uma mais proximal com uma grande 
quantidade de microtúbulos, e uma mais distal que se liga ao cílio modificado (Yack, 
2004; Kernan, 2007). Não há certeza de que este cílio possua mobilidade própria (Yack, 
2004), embora já se tenha provado a existência de movimentos activos no órgão de 
Johnston, que analisa as vibrações do flagelo da antena e desempenha funções auditivas 
em alguns Insectos (mosquitos: Göpfert e Robert, 2001; Göpfert et al., 2005; moscas: 
Göpfert e Robert, 2003). O local do scolopidium onde se dá a transdução de sinal não é 
conhecido e os modelos actuais baseiam-se em informação disponível para outros meca-
norreceptores em Insectos (Yack, 2004; Kernan, 2007). A transdução deverá ocorrer no 
ápex da porção proximal da região dendrítica, onde a distorção mecânica da membrana 
celular levará à abertura de canais e à passagem de corrente (Albert et al., 2007). Em 
Drosophila já foram identificados dois canais que podem estar envolvidos na transdução 
de sinal (Kernan, 2007). 
Uma das funções importantes da audição é a decomposição dos sons nas suas com-
ponentes em frequência. A discriminação em frequências pode ser importante na comuni-
cação intraspecífica e contribuir para a avaliação da distância e origem dos sons produzi-
dos por predadores ou presas (Fettiplace e Fuchs, 1999; Stumpner e von Helverson, 
2001). A decomposição em frequências é possível porque as células receptoras se encon-
tram sintonizadas a diferentes frequências. Os processos de sintonia são divididos em 
dois grupos: (1) processos extrínsecos às células transdutoras, em que as propriedades 
mecânicas das estruturas receptoras filtram o sinal antes da transdução, e (2) intrínsecos à 
célula transdutora, em que o processo de sintonia depende das características electrofisio-
lógicas do receptor (Fettiplace e Fuchs, 1999). 
Nos mamíferos a sintonia dos receptores é obtida por processos mecânicos (e.g. 
Dallos, 1992; Eguíluz et al., 2000; Ashmore e Mammano, 2001; Fettiplace e Hackney, 
2006), i.e. pela vibração diferencial da membrana basal do órgão de Corti, coadjuvada 
pela micromecânica activa dos receptores (Ashmore e Mammano, 2001). A membrana 
basal do órgão de Corti possui um gradiente de rigidez desde a base até ao ápex. Este 
gradiente leva a que a membrana apresente vibração máxima a frequências progressiva-
mente mais baixas. Tal gradiente não é contudo suficiente para criar a elevada selectivi-
dade às diversas frequências (Dallos, 1992). Na realidade os sons que chegam ao órgão 
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de Corti são ainda amplificados na cóclea, o que compensa a dissipação de energia devida 
à propagação do som na endolinfa (Snyder et al., 2003). Esta amplificação é um processo 
não-linear, pois assume valores relativamente mais elevados para intensidades de estímu-
lo mais baixas (Dallos, 1992, Eguíluz et al., 2000). Este mecanismo permite um aumento 
não só na sensibilidade mas também da relação sinal/ruído, melhorando ainda a sintonia 
do órgão auditivo (Dallos, 1992). A existência de amplificação implica que um dos com-
ponentes envolvidos no mecanismo de audição forneça energia ao sistema. Uma das ori-
gens dessa energia estará nas propriedades piezoeléctricas das células ciliadas exteriores, 
cujo comprimento varia com a aplicação de campos eléctricos e, por sua vez, o potencial 
de membrana varia quando se altera o seu comprimento (Rabbitt et al., 2005). As pro-
priedades piezoeléctricas das células ciliadas serão devidas à presença de prestina, uma 
proteína membranar contráctil (Krós, 2002; Rabbitt et al., 2005 mas também Santos-
Sacchi, 2003; Krós 2005). Força gerada pelos movimentos activos do conjunto dos cílios 
poderá também contribuir para a amplificação do sinal (Kennedy et al., 2005). 
Noutros Vertebrados, como por exemplo em répteis (tartarugas – Crawford e Fetti-
place, 1981) e anfíbios (rãs – Hudspeth e Lewis, 1988a), verifica-se que a baixas frequên-
cias (<800 Hz) o potencial de membrana do receptor sensorial oscila à frequência a que 
essa célula é mais sensível num processo conhecido como sintonia eléctrica. Foi demons-
trado (e.g. Hudspeth e Lewis, 1988b) que esta oscilação é provocada por um mecanismo 
complexo. Neste mecanismo a abertura de canais de cálcio dependente da despolarização 
da membrana permite o influxo de cálcio a favor do seu gradiente electroquímico. Esta 
entrada de Ca2+ despolariza a membrana leva à abertura de canais de potássio dependen-
tes da concentração de cálcio intracelular. A abertura destes canais leva à hiperpolariza-
ção da membrana por efluxo de potássio, e ao encerramento dos canais de cálcio abertos 
anteriormente. Estabelece-se assim um mecanismo de feedback negativo dependente do 
decurso temporal destas correntes que provoca oscilações do potencial de membrana 
(Fettiplace e Fuchs, 1999). Este mecanismo parece não permitir sintonia acima de 1 kHz 
(Fettiplace e Fuchs, 1999). Os animais que apresentam mecanismos de sintonia eléctrica 
possuem, para além das correntes de K+ e Ca2+ acima indicadas, uma corrente de potássio 
dependente da voltagem, insensível à concentração de cálcio intracelular, de cinética mais 
lenta, denominada delayed rectifier, nas células que respondem a frequências muito bai-
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xas (<100 Hz) (e.g. Fuchs e Evans, 1990). A sua presença poderá estar relacionada com a 
produção de oscilações de potencial de membrana de frequência baixa, o que não aconte-
ceria apenas devido à cinética da corrente de potássio dependente da concentração intra-
celular de cálcio (Fettiplace e Fuchs, 1999).  
Na sintonia dos receptores auditivos dos restantes vertebrados (e.g. répteis: Gerrho-
notus multicarinatus, Eatock et al., 1993; aves: galinha, Fuchs et al., 1988) estão envol-
vidos mecanismos de natureza mecânica e electrofisiológica. Contudo, os animais que 
possuem exclusivamente sintonia mecânica (mamíferos) conseguem discriminar frequên-
cias mais elevadas do que os animais que utilizam ambos os tipos de mecanismo.  
Nos insectos os dados apontam para que as características mecânicas das estruturas 
periféricas de recepção sejam as responsáveis pela sintonia dos receptores auditivos (e.g. 
Michelsen, 1971; Stephen e Bennet-Clark, 1982; Oldfield, 1985; Miles et al. 1995; 
Yager, 1999; Robert e Göpfert, 2002a; Robert e Göpfert, 2002b). Em Locusta (Orthopte-
ra, Acrididae), por exemplo, a membrana timpânica é uma membrana estruturalmente 
heterogénea e os modos de vibração complexos, gerados por esta heterogeneidade, levam 
a que se estabeleçam regiões na membrana cuja vibração máxima ocorre a diferentes fre-
quências (Michelsen, 1971, Mason e Faure, 2004). Assim, células do órgão auditivo ─ o 
órgão de Müller, constituído por cerca de 100 scolopidia (Prier e Boyer, 2000) –, ligadas 
a diferentes regiões da membrana timpânica, respondem a diferentes gamas de frequência 
(Michelsen, 1971, Yager, 1999).  
Existem, contudo, trabalhos que sugerem que mecanismos intrínsecos às células 
receptoras auditivas possam estar também envolvidos nos processos de sintonia em Insec-
tos. A primeira sugestão foi feita por Oldfield (1988) que observou que o acridídeo 
Valanga irregularis apresenta alterações na sintonia demasiado grandes para poderem ser 
atribuídas a alterações na mecânica do tímpano provocadas por variações de temperatura. 
Este autor sugeriu a existência de um mecanismo de sintonia intrínseco às células trans-
dutoras, sem contudo ter medido possíveis alterações das propriedades mecânicas com a 
temperatura. 
Mais recentemente, Fonseca e Correia (2007) verificaram que, na cigarra Tettigetta 
josei, alterações da temperatura corporal eram também acompanhadas por alterações na 
sintonia. Medições por vibrometria laser demonstraram que não ocorriam alterações das 
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propriedades mecânicas do tímpano com a modificação da temperatura que pudessem 
justificar a alteração de sintonia observada. Assim, os autores sugeriram que deveria 
haver outro mecanismo envolvido na variação da sintonia desta cigarra com a temperatu-
ra. Como os dados disponíveis nos vertebrados apontavam para o possível envolvimento 
de correntes de potássio, os autores testaram o efeito de tetraetilamónio (TEA), um blo-
queador de canais de potássio, tendo verificado que a sintonia dos receptores era alterada 
de uma forma semelhante à modificação causada pela diminuição da temperatura corpo-
ral. Assim, para a compreensão de possíveis mecanismos de sintonia intrínsecos às célu-
las receptoras nestes insectos parece ser relevante o estudo das correntes iónicas presentes 
nas células receptoras auditivas. 
O estudo de correntes iónicas tem sido feito em células de vários insectos. Em célu-
las musculares de larvas de Drosophila melanogaster estão descritos quatro tipos de cor-
rentes de potássio, (Wu e Haugland, 1985; Singh e Wu, 1990), nomeadamente: IA, uma 
corrente rápida, inactivante e dependente da voltagem; uma corrente lenta, não-
inactivante e dependente de voltagem (referida como delayed rectifier ─ DR); ICF, uma 
corrente rápida, inactivante e activada por cálcio; e ICS, uma corrente lenta, não-
inactivante e activada por cálcio. 
Noutras preparações de insectos foi identificada a presença de correntes compará-
veis às descritas na larva de Drosophila melanogaster. Em neurónios do lobo óptico de 
Schistocerca gregaria (Schmidt et al., 1998), em interneurónios locais de S. americana 
(Laurent, 1991), em neurónios olfactivos e do lobo antenar de Manduca sexta (Mercer et 
al., 1995; Kloppenburg et al., 1999), em neurónios do sistema nervoso central de Droso-
phila melanogaster (Wu et al., 2001), em neurónios olfactivos receptores de Mamestra 
brassicae (Lucas e Shimahara, 2002) e nas células de Kenyon de Apis mellifera (Schäfer 
et al. 1994) foram descritas correntes comparáveis quer à corrente IA quer à corrente lenta 
não inactivante. Adicionalmente foi descrita uma corrente semelhante à corrente IA no 
neurónio responsável pela depressão rápida da coxa em Periplaneta americana (Mills e 
Pitman, 1999). Contudo, correntes transitórias semelhantes à corrente IA são descritas 
como tendo uma variabilidade considerável nos seus parâmetros. Para além destas cor-
rentes foi descrita uma corrente inactivante com um decurso temporal muito mais lento 
do que o da corrente IA em fotorreceptores de Drosophila (Hardie, 1991) 
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As correntes de potássio descritas em neurónios de insecto como dependentes da 
concentração intracelular de cálcio parecem ter características semelhantes à ICF nas célu-
las musculares de larvas de Drosophila melanogaster (e.g. Hancox, 1995; Mills e Pitman, 
1999; Lucas e Shimahara, 2002). Uma corrente com características semelhantes a ICS foi 
identificada por Schäfer e colaboradores em abelhas mas por não ser estável na prepara-
ção estudada não foi caracterizada nesse trabalho (Schäfer et al., 1994). 
O objectivo deste trabalho é caracterizar as correntes de potássio presentes nas célu-
las do órgão auditivo do Ortóptero Acridídio Schistocerca gregaria, esperando assim 
contribuir para o estudo dos possíveis mecanismos de sintonia intrínsecos aos receptores 
auditivos nos gafanhotos. 
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Material e Métodos 
 
 
Espécie estudada e manutenção em laboratório 
 
Para este trabalho foram usados cerca de 270 exemplares de Schistocerca gregaria 
Forskal (Orthoptera, Acrididae) adquiridos à Livefood UK. Após um período de 3 a 6 dias 
de transporte, os insectos foram mantidos no laboratório com uma dieta de Bug grub e 
Bug gel (Livefood UK). Foi garantido o acesso permanente a água colocada num tubo de 
ensaio com tampa de algodão e num frasco de boca larga com papel permanentemente 
ensopado. Os insectos foram mantidos a uma temperatura entre os 26 ºC e os 28 ºC com 
humidade elevada. A estrutura de manutenção dos insectos como esquematizada na figu-
ra 1 consistia numa caixa exterior (30 cm de altura x 30 cm de largura x 50 cm de com-
primento) que continha quatro boiões de boca larga com água para humidificação do ar. 
Para além de permitir a manutenção de um ambiente húmido e quente, esta caixa servia 
também como barreira física à fuga dos animais. No interior desta caixa estava colocada 
uma segunda caixa onde se encontravam os animais, bem como o alimento, a água, um 
boião com papel húmido (para aumentar ainda mais a humidade do ar sem que os animais 
corressem risco de afogamento) e uma caixa com reentrâncias para enriquecimento 
ambiental e diminuição da agressividade entre os animais. A estrutura foi constantemente 
iluminada e aquecida por uma lâmpada incandescente de 75 W. Os insectos que morriam 
foram retirados da caixa diariamente. A permanência nunca excedeu os 15 dias e nunca 
estiveram mais de 75 animais simultaneamente no laboratório. Nestas condições de acon-
dicionamento no laboratório, a taxa média de mortalidade dos gafanhotos foi de 28%. 
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Fig. 1 – Esquema da instalação onde os gafanhotos foram mantidos. 
 
 
Obtenção de células isoladas 
 
Os animais foram retirados individualmente da caixa para cada dissecção. A dissec-
ção dos animais foi iniciada com a decapitação e morte da cabeça por esmagamento, ten-
do sido em seguida removidas as patas, as asas, os segmentos posteriores ao primeiro 
segmento abdominal e o trato digestivo. Após remoção do tecido conjuntivo que envolve 
o órgão auditivo, foi cortado o nervo auditivo, foi rasgada a membrana timpânica e remo-
vido o órgão juntamente com um fragmento de tímpano (Fig. 2). A separação final dos 
órgãos da membrana timpânica foi realizada numa gota de Ringer de insecto (NaCl 140 
mM, KCl 10 mM, MgCl2 1mM, CaCl2 7 mM, NaHCO3 8 mM, TES 4,8 mM, TRE 4 mM, 
pH corrigido para 7,4 com NaOH a 20ºC). Os órgãos isolados foram mantidos imersos 
em Ringer de insecto à temperatura ambiente. 
As primeiras tentativas para estabelecimento do procedimento experimental de 
isolamento das células do órgão auditivo foram baseadas nos métodos descritos para 
obtenção de células isoladas de insectos para patch-clamp (Mercer et al., 1995; Jacobs e 
Lakes-Harlan, 1999; Ferber et al., 2001). Na tentativa de melhorar o número e qualidade 
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das células dissociadas, estes procedimentos foram sendo modificados durante a prosse-
cução do projecto (ver Tabela I).  
Para obter células isoladas, dois a seis órgãos foram introduzidos num tubo (Eppen-
dorf 2 ml) com 0.5 ml de solução de enzima em Ringer de insecto. Em seguida o tubo foi 
geralmente colocado em banho-maria (37 ºC), enquanto em alguns casos o enzima foi 
deixado a actuar à temperatura ambiente ou o tubo foi aquecido na mão. Na maioria dos 
casos, o resultado desta digestão foi centrifugado e foi de seguida aplicada uma dissocia-
ção mecânica. A aplicação de enzima directamente sobre a gota de Ringer com os órgãos 
ou a aplicação de ultrassons (utilizando uma máquina Branson 1200, Branson Ultraso-
nics) nunca deu resultados satisfatórios.   
Metade das células em que foi possível obter registos foi dissociada nas condições 
descritas em seguida. O enzima foi pesado no momento, dissolvido em Ringer de insecto 
e a solução obtida foi utilizada de imediato. Os órgãos foram incubados 2 minutos a 37ºC 
em banho-maria nesta solução. De seguida, a solução foi centrifugada a 5000 rpm durante 
5 minutos. A solução enzimática sobrenadante foi retirada deixando os órgãos aderentes 
ao fundo do Eppendorf. Foi depois colocada sobre os órgãos solução de perfusão (NaCl 
130mM, KCl 5,4mM, MgCl2 0,5mM, CaCl2 0,5mM, HEPES 10mM, glucose 10mM, 
TTX 1,5µM, pH corrigido para 7,2 com NaOH a 20ºC). De seguida os órgãos foram dis-
sociados mecanicamente, tendo sido passados várias vezes pela ponta boleada de uma 
pipeta de Pasteur com diâmetro de 100 µm. A dissociação mecânica foi dada por con-
cluída quando visualmente não foram identificados pedaços de órgãos. A suspensão celu-
lar obtida foi pingada gota a gota para o centro de uma caixa de Petri de 3,5 cm2 (NUNC) 
que já continha solução de perfusão. Estas caixas de Petri foram utilizadas como câmara 
de registo. 
Como resultado de cada dissociação foram obtidas entre 0 e 4 células com a 
membrana em boas condições. Embora nem todas tenham dado origem a registos, verifi-
cou-se que nos casos em que foi possível registar, os selos permaneceram estáveis por 
períodos de tempo entre 20 minutos e duas horas. 
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Fig. 2 – Fotografias ilustrando a sequência de operações para isolamento do órgão auditi-
vo. a) Schistocerca gregaria intacta; b) exemplar decapitado, sem patas e sem asas com o 
tímpano visível; c) pormenor da imagem b); d) vista interna do órgão auditivo após 
remoção dos tecidos conjuntivos que o cobrem; e) remoção do órgão auditivo com utili-
zação de uma pinça (mesma vista que no painel anterior); f) quatro órgãos auditivos 
numa gota de solução de Ringer.  
 
 
 
 
 
16 
Tabela I – Condições experimentais testadas para o isolamento das células. Enzima – 
enzima e concentração em mg/ml; C – colagenase; C – colagenase pura aplicada sobre os 
órgãos e tempo de actuação; P – papaína. Cons. – modo de conservação da solução enzi-
mática: C – congelada; F – preparada de fresco. BM – tempo de incubação em banho-
maria a 37 ºC; mão – incubação na mão; amb – incubação à temperatura ambiente. US – 
tempo de tratamento por ultrassons. DM – dissociação mecânica. Cent. – tempo de centri-
fugação a 5000 rpm; * - centrifugação a 3000 rpm. E//O – número de ensaios // número 
de órgãos. Nº Cél. – número de células em que se efectuaram registos. 
 
Enzima  
(mg/ml) 
Cons. 
BM 
(min.) 
US DM 
Cent 
(min) 
DM US 
Cent 
(min.) 
DM E//O 
Nº 
Cél. 
C-0,4 F 2 - - 5*  - - - 1//2 0 
C-0,5  C 4 - - 5  - 5  1//6 0 
C-0,5  C 5-mão - - 5 - - - - 3//2 2 
C-0,5  F 1 - - 10*  - - - 1//2 0 
C-0,5  F 4 - - 5  - - - 1//4 0 
C-0,5  F 10 - - 5*  - - - 1//2 0 
C-1 C 4 - - 5  -   7//6 0 
C-1 C 5 - - 5  - - - 1//6 0 
C-1 C 60 - - 5 - - - - 1//4 0 
C-1 C 60 - - 5  - 5 - 1//6 0 
C-1 F 1 - - 5  - - - 8//4 0 
C-1 F 2 - - 5  - - - 34//4 6 
C-1 F 2 - - 5  - - - 3//6 0 
C-1 F 2 1 - 5  2 -  1//4 0 
C-1 F 3 - - 5  - - - 2//4 0 
C-1 F 4 - - 5  - 5  1//4 0 
C-1 F 4 - - 5  - 5  1//6 0 
C-1 F 4 -  5  - - - 1//4 0 
C-1 F 4 -  5  - 5  1//2 0 
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C-1 F 4 -  5  - 5  4//6 0 
C-1 F 5 - - 5  - - - 5//4 0 
C-1 F 5 - - 5  - - - 12//6 0 
C-1 F 5 -  5 - - - - 1//6 0 
C-1 F 10 - - 5  - - - 1//4 0 
C-1 F 15 - - 5 - - - - 1//6 0 
C-1 F 15 - - 5  - - - 3//6 1 
C-1 F 15 15  5 - - - - 1//4 0 
C-1 F 30 - - 5 - - - - 1//4 0 
C-1 F 30 - - 5 - - - - 1//6 0 
C-1 F 30 - - 5  - - - 2//4 0 
C-1 F 60 - - 5  - - - 1//6 0 
C 30 seg  30 -  5  - - - 1//2 0 
C 1 min  - - - 5*  - - - 1//2 0 
C 1 min  - 10  5 - - - - 1//6 0 
C 5 min  - -  5 - - - - 1//4 0 
C-0,5 + P-1 C 7 amb - - 5  - - - 1//2 0 
C-0,5 + P-1 C 7 amb - - 5  - - - 4//6 0 
C-0,5 + P-1 C 7 amb - - 5  - 5 - 2//6 1 
C-0,5 + P-1 C 10 amb - - 5  - - - 5//2 2 
C-0,5 + P-1 C 10 amb - - 5  - - - 2//3 0 
C-0,5 + P-1 C 15 amb - - 5  - - - 1//2 0 
C-0,5 + P-1 F 5 - - 5  - - - 1//4 0 
 
 
De entre todos os procedimentos aqui apresentados, o procedimento descrito com 
maior detalhe mostrou ser o mais fiável em termos de resultados obtidos, pois permite o 
melhor compromisso entre número de células obtidas por experiência e qualidade da 
membrana. 
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Voltagem controlada de células inteiras – Whole-Cell patch-clamp 
 
A voltagem controlada de células inteiras (Whole-Cell voltage-clamp) é uma deri-
vação do método original de patch-clamp. Neste método, uma membrana celular é colo-
cada em condições de voltagem controlada pelo experimentador. Isto permite impor alte-
rações ao valor da diferença de potencial de membrana e registar as correntes verificadas 
em resposta a essas variações. 
O estabelecimento e controlo do potencial de membrana são conseguidos através de 
um electrómetro que permite fixar o potencial entre dois eléctrodos, um de registo e um 
de referência, posicionados de cada lado da membrana (fig. 3). 
 
  
 
 
Fig. 3 – Esquema do set-up experimental usado para os registos de patch-clamp 
 
 
A célula deverá estar imersa numa solução com composição iónica semelhante ao 
meio extracelular, enquanto o eléctrodo de registo deverá estar preenchido com uma 
solução de composição semelhante à do meio intracelular. A diferença de concentrações 
entre as duas soluções irá estabelecer gradientes iónicos necessários para a passagem de 
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corrente através da membrana, o que implica a necessidade de uma elevada resistência 
eléctrica no contacto entre o vidro do eléctrodo e a célula. Para obtenção de um selo de 
alta resistência após o contacto da ponta do eléctrodo de registo com a membrana, é apli-
cada sucção para romper a porção da membrana circunscrita pela ponta do eléctrodo (fig. 
4). Esta operação leva à formação de um contínuo químico e eléctrico entre o citoplasma 
e a solução no interior do eléctrodo. O selo atinge valores de resistência na ordem dos 
gigaohm (gigaselo) sendo a qualidade deste selo crítica para a qualidade das medidas. 
Este método permite medir a corrente que atravessa a (quase) totalidade da mem-
brana celular. Dado que o volume intracelular é negligenciável comparativamente ao 
volume de solução no interior da pipeta, pode-se assumir que as concentrações intra e 
extracelulares são conhecidas, o que permite calcular os potenciais de inversão para as 
várias espécies iónicas. 
Para a realização de registos nas células receptoras auditivas isoladas, a caixa de 
Petri com células foi colocada sobre a platina de um microscópio invertido Olympus 
CK2. Como eléctrodos foram utilizadas pipetas obtidas por estiramento de vidro de 
borossilicato (GB150T-8P, Science Products) num puller vertical Narishige PP-830 com 
resistências entre os 2,5 MΩ e os 5 MΩ. Os eléctrodos foram cheios com a seguinte solu-
ção: KF 140mM, MgCl2 2mM, CaCl2 1mM, HEPES 10mM, EGTA 10mM, pH corrigido 
para 7,4 com KOH a 20ºC. Os eléctrodos foram fixados no andar de alta impedância (1º 
andar) de um amplificador Axon Instruments (CV 203BU). O contacto eléctrico entre 
este 1º andar e a solução de enchimento do eléctrodo foi estabelecido através de um fio de 
Ag/AgCl.  
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Fig. 4 – Esquema ilustrativo da obtenção da configuração de voltagem controlada de 
célula inteira. A e B – Aproximação do eléctrodo de registo à célula; C – Contacto com a 
membrana; D – Adesão da membrana à boca do eléctrodo e estabelecimento de um selo 
de elevada resistência; E – Ruptura da membrana por sucção.  
 
 
Os registos foram obtidos usando um electrómetro Axopatch 200B (Axon Instru-
ments) com um filtro Bessel com 8 pólos. A resistência em série foi compensada em 
80%. Para monitorização do sinal durante a aproximação à célula e a realização do selo 
foi intercalado um osciloscópio Hitachi V-252. Os sinais foram digitalizados com uma 
placa Digidata série 1200 (frequência de amostragem entre 1,25 e 2,5 kHz, com uma 
resolução de 12 bit) e gravados num PC (Venturis 5166S) através do software pClamp6 
(Axon Instruments).  
Para o ajuste de funções exponenciais para determinação das constantes de tempo 
de inactivação foi utilizado o programa Clampfit 8.2 (Axon Instruments), enquanto o 
ajuste de funções de Boltzman às curvas de activação e inactivação foi realizado com o 
software nFit 1.0 (Universidade do Texas). Para o cálculo das médias foi utilizado o pro-
grama Microsoft Excel 2003 (Microsoft) tendo os gráficos sido executados com o pro-
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grama Origin 7.5 (OriginLab Corporation). Os compostos KF, TES, HEPES e EGTA 
foram produzidos pela Sigma, o TRE pela Biochemical e o TTX pela Alomone. Todos os 
restantes são produtos químicos da Merck. Para o teste de Mann-Whitney foi utilizado o 
software Statistica v. 7.0 (Statesoft). Os dados são apresentados na forma de média ± 
E.P.M. (erro padrão da média). 
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Resultados 
 
As correntes de potássio presentes em células isoladas obtidas por dissociação do 
órgão auditivo de Schistocerca gregaria foram estudadas recorrendo à técnica de volta-
gem controlada de células inteiras – Whole-Cell Patch-Clamp. Os resultados dizem res-
peito a um total de 12 células. As experiências foram realizadas impondo um potencial de 
repouso de -60 mV.  
As células obtidas possuíam, em geral, um aspecto esférico com um prolonga-
mento muito curto. O seu citoplasma era uniforme e não eram visíveis nem organelos 
nem o núcleo.  
Nesta série de experiências utilizaram-se estratégias em que se tira partido da 
dependência da voltagem da abertura dos canais iónicos, para identificar e separar as cor-
rentes de potássio presente nas células. 
 
 
Descrição das correntes obtidas 
 
Em resposta a protocolos em que a membrana foi sujeita a despolarizações crescen-
tes a partir do potencial de repouso de -60 mV, 10 em 12 células apresentaram uma cor-
rente rápida e inactivante com um perfil semelhante ao ilustrado na figura 5. 
Nesta célula a amplitude máxima da corrente evocada pela despolarização para +30 
mV foi de 5,4 nA e a corrente apresentou um tempo para o pico de 2,4 ms. 
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Fig. 5 – Corrente de potássio evocada numa célula receptora auditiva. Corrente evocada 
por aplicação de uma série de pulsos despolarizantes de -50 até +35 mV com incrementos 
de 5mV a partir do potencial de repouso de -60 mV. 
 
  
 Para caracterizar o decurso temporal da inactivação da corrente a 0 mV procurou-
se ajustar ao perfil da corrente uma função exponencial simples (equação Y1) ou, quando 
isto não se revelou satisfatório, foi ajustada uma soma de duas funções exponenciais à 
fase de decaimento da corrente (equação Y2) 
 
CeAtf t +−∗=
−
)1()( 1
τ
                                                    (eq. Y1) 
 
CeAeAtf tt +−∗+−∗=
−−
)1()1()(
21
21
ττ
       (eq. Y2) 
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em que τ representa a constante de tempo de queda da corrente, t representa o tempo, e 
A1, A2 e C são constantes. 
 
À resposta da célula ilustrada na figura 5 a uma despolarização para 0 mV foi ajus-
tada por uma função do tipo Y2. Nesta célula as constantes de tempo obtidas foram τ1=10 
ms e τ2=72 ms. A figura 6 apresenta o ajuste com a equação Y2 ao perfil desta corrente. 
 
 
 
 
Fig. 6 – Estratégia utilizada para determinar a constante de tempo de inactivação numa 
resposta a uma despolarização para 0 mV a partir de um potencial de repouso de -60 mV. 
Neste registo foi necessário o ajuste com a equação Y2. As constantes obtidas foram τ1 
=10 ms e τ2 = 72 ms. Este é o registo da figura 5. 
 
 
O aspecto da corrente evocada é substancialmente diferente se a série de despolari-
zação for precedida de uma hiperpolarização para -130 mV (fig. 7). Embora também 
inactivante, a corrente apresenta agora activação e inactivação mais lentas (fig. 7). Esta 
corrente, nesta célula, apresenta uma amplitude de 8,4 nA para um potencial de comando 
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de + 30 mV. O intervalo de tempo até atingir o valor máximo é de 4,0 ms enquanto as 
constantes de tempo de inactivação (τ1 e τ2) a 0 mV foram respectivamente de 21 e 194 
ms.  
 
 
 
 
Fig. 7 – Corrente de potássio de uma célula receptora auditiva à qual se aplicou um pro-
tocolo em que a série de despolarização, de -50 até +35 mV com duração de 350 ms e 
incrementos de 5 mV, foi precedida de uma hiperpolarização para -130 mV durante 240 
ms a partir de um potencial de repouso de -60 mV.  
 
 
Para se isolar a componente evocada em resposta à hiperpolarização para cada célu-
la foi subtraída à resposta ao protocolo com hiperpolarização (fig. 7) a resposta ao proto-
colo sem hiperpolarização (fig. 5). A corrente isolada por este processo está ilustrada na 
figura 8. Para um potencial de comando de + 30 mV esta corrente apresenta uma ampli-
tude de 4,4 nA, um tempo para o pico de 9,8 ms. A constante de tempo de inactivação (τ) 
de 406 ms.  
 
 
26 
 
 
Fig. 8 – Corrente recrutada por aplicação de uma série de despolarizações de -50 até +35 
mV, com incrementos de 5 mV, precedida por uma hiperpolarização para -130 mV 
durante 350 ms. Este registo foi obtido por subtracção ponto a ponto da fig. 5 à fig. 7. 
  
 
Para facilitar a descrição, a corrente total e a decomposição nas suas duas compo-
nentes passarão de seguida a ser referidas como:  
- IK corrente total de potássio registada se a membrana for hiperpolarizada para -130 
mV e de seguida despolarizada (fig. 7). 
- IK1 corrente evocada se a célula for despolarizada a partir do potencial de repouso 
de -60 mV (fig. 5).  
- IK2 componente recrutada se a membrana for hiperpolarizada para -130 mV antes 
da despolarização. Esta componente isola-se subtraindo a IK a corrente IK1 (fig. 8). 
 
Na tabela II estão sumariados os valores médios da amplitude, tempo para o pico e 
constante de tempo de inactivação da corrente total (IK) e das duas componentes isoladas 
(IK1 e IK2). A discrepância no valor da dimensão da amostra (n) na tabela II (e nas tabelas 
seguintes) deve-se ao facto de não ter sido possível obter a totalidade dos parâmetros em 
todas as células.  
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Tabela II: Valores médios da corrente total (IK) e das duas componentes isoladas (IK1 e 
IK2). Ampl – amplitude máxima de corrente; Tp – tempo até se atingir o valor máximo de 
resposta; Tau – constante de tempo de inactivação da corrente a 0 mV. Os restantes valo-
res foram obtidos numa despolarização para + 30 mV.    
 
 Ampl 
(nA) 
Tp 
(ms) 
Tau 
(ms) 
   τ1 τ2 
IK 
n=8 
 
8,3 ± 1,39 
 
4,9± 2,11 
 
13,5 ± 2,45 
 
159,2 ± 23,24 
IK1 
n=8 
 
4,4 ± 0,72 
 
3,0 ± 0,36  
 
14,6 ± 2,98 
 
131,2 ± 42,11 
IK2 
n=4 
 
4,0 ± 1,24 
 
22,6 ± 8,46 
 
- 
 
245,1 ± 95,34 
 
 
É de notar que a corrente de potássio registada nestas células é provavelmente o 
resultado da sobreposição de duas correntes cuja contribuição varia ao longo do registo. 
Para estimar a contribuição da corrente IK2 ao longo do tempo dividiu-se a amplitude 
máxima desta pela amplitude máxima da corrente IK, obtendo assim a contribuição da 
componente IK2 no pico da corrente. Para avaliar a contribuição desta corrente no final do 
pulso despolarizante foi feita a média da amplitude de corrente registada a +30mV nos 
últimos 30 ms do registo para IK2 e IK e calculou-se a proporção IK2/ IK. Esta proporção 
apresenta no pico, em média, um valor de 44%, ao passo que no final da despolarização 
esta proporção apresenta, em média, um valor de 73%. Isto está ilustrado
 
na figura 9. Para 
facilitar a descrição e caracterização das duas componentes presentes nestas células, bem 
como para facilitar a comparação das duas correntes, de seguida serão apresentados os 
resultados obtidos apenas para IK1 e IK2.  
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Fig. 9 – Representação esquemática da percentagem de IK2 na corrente total evocada IK 
no início (pico) e no final do pulso despolarizante. Enquanto no pico de IK a componente 
IK2 representa, em média, apenas 44% de IK, num intervalo de 30 ms no final da despola-
rização IK2 representa 73% de IK.  
 
 
Em duas células obteve-se um padrão diferente do descrito acima. A sua morfologia 
diferia da das restantes células, pois estas possuíam um corpo celular fusiforme com dois 
prolongamentos de comprimento muito superior ao dos das outras células e um citoplas-
ma mais granuloso com o núcleo visível. 
Os registos ilustrados na figura 10 são de uma destas células. A corrente de potássio 
registada como resposta a uma série de despolarizações precedida de hiperpolarização 
apresentou, para um pulso despolarizante de +30 mV, uma amplitude de 4,2 nA, um tem-
po para o pico de 10,8 ms. A constante de tempo de inactivação (τ) obtida a 0 mV foi de 
314 ms. Quando a mesma série de despolarizações foi aplicada a partir do potencial de 
repouso
 
a corrente apresentou agora uma amplitude de 2,9 nA, um tempo para o pico de 
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25,8 ms e uma constante de tempo de inactivação a 0 mV (τ) de 721 ms. Como se pode 
observar na figura 10 o perfil da corrente registada em resposta aos dois protocolos de 
despolarização é muito semelhante. O perfil da corrente bem como os parâmetros obtidos 
sugerem que estas duas células não têm a corrente IK1. Por esta razão estas duas células 
foram analisadas e mantidas à parte das restantes. 
 
 
 
 
Fig. 10 – Correntes registadas numa célula receptora auditiva. A – Registo em resposta a 
uma série de despolarizações de -50 até +35 mV com duração de 350 ms e incrementos 
de 5 mV precedidas de hiperpolarização para -130 mV como na fig. 7. B – Registo em 
resposta à mesma série de despolarizações que em A, aplicadas neste caso a partir do 
potencial de repouso, como na fig. 5. Potencial de repouso -60 mV. 
 
 
Caracterização da sensibilidade e dependência da voltagem  
 
A sensibilidade e a dependência da voltagem das correntes de potássio isoladas nes-
tas células foram caracterizadas utilizando protocolos em que se despolarizou progressi-
vamente a membrana a partir de um valor fixo de potencial (ou protocolos de activação). 
A variação da amplitude de corrente deve-se a dois factores, 1) o aumento no número de 
canais recrutados e 2) o incremento da força electromotriz causada pelo aumento da dife-
rença em relação ao potencial electroquímico de equilíbrio para o ião potássio. 
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A condutância (G), por representar a facilidade com que os iões atravessam a mem-
brana, é um melhor descritor do número de canais recrutados e pode ser calculada através 
da equação: 
 
)( km EV
IG
−
=
       (eq. Y3) 
 
onde I representa a corrente que flui através da membrana, Vm o potencial de 
comando e Ek o potencial de equilíbrio para o ião potássio. 
Os valores de condutância foram normalizados de forma a representar a proporção 
de canais activados a cada potencial de membrana, facilitando a comparação entre os 
valores obtidos nas diferentes células. A função G = f(Vm) pode ser descrita através de 
uma equação de Boltzman da forma 
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    (eq. Y4) 
 
em que Vm representa o potencial de comando, Vh representa o potencial de mem-
brana em que metade dos canais estão activados e Vs é um factor que representa o declive 
do terço médio da curva sigmóide. Os parâmetros (Vh e Vs) são habitualmente utilizados 
para caracterizar as correntes pois reflectem as suas cinéticas, nomeadamente a sensibili-
dade (Vs) e dependência da voltagem (Vh). Na figura 11 estão ilustradas as curvas de 
activação de IK1 e IK2 obtidas a partir dos registos da figura 5 e 7.                   
Para a caracterização de IK1 (fig. 11), fizeram-se medidas de amplitude máxima 
de corrente nas respostas aos protocolos de activação sem hiperpolarização. Para a carac-
terização da sensibilidade e dependência da voltagem de IK2 (fig. 11), fizeram-se medi-
das da média de corrente evocada nos últimos 30 ms de resposta ao protocolo em que se 
aplicou um pré-pulso hiperpolarizante para -130 mV durante 240 ms antes de cada despo-
larização. Estes parâmetros não foram medidos a partir dos resultados obtidos por sub-
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tracção de registos, como ilustrado na figura 8, pois esta estratégia originou em muitos 
casos sinais com muito ruído, pelo que este procedimento foi considerado menos fiável e 
não foi utilizado. 
  
 
 
 
Fig. 11 – Procedimento utilizado para a obtenção das curvas de activação das correntes 
IK1 () e IK2 (). Os parâmetros obtidos por ajuste da equação Y4 foram, para IK1, Vh=-
4,47 mV, Vs = 9,88 mVe-1, e para IK2, Vh=-24,46 mV e Vs=16,06 mVe-1. Os registos das 
figuras 5 e 7 estão representados em A e B; os traços verticais delimitam o intervalo usa-
do para obter as medidas de amplitude. C – Curvas de activação de IK1 e IK2. 
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Os parâmetros obtidos na célula representada na Figura 11 foram: para IK Vh= 0,22 
mV e Vs= 16,73 mVe-1; para IK1 Vh= -4,47 mV e Vs= 9,88 mVe-1 e para IK2 Vh = -24,46 
mV e Vs = 16,06 mVe-1. 
Na tabela III estão incluídos os valores médios dos parâmetros Vh e Vs para cada 
uma das correntes de IK.  
Utilizando a equação Y4 e os parâmetros médios (tabela III), foram construídas as 
curvas de activação representativas de cada componente (fig. 12). Tendo em consideração 
a figura 12 e a tabela III verifica-se que IK1 é uma corrente activada a despolarizações 
mais elevadas (Vh = -8,8 mV) e apresenta maior sensibilidade à voltagem (Vs=10,3 mVe-
1) do que IK2. O teste Mann-Whitney revelou diferenças significativas nos valores de Vh 
(p <0,001) bem como de Vs (p<0,01) entre IK1 e IK2. 
 
 
Tabela III: Valores médios dos parâmetros de ajuste de activação Vh e Vs (eq. Y4) obtidos 
para IK, IK1 e IK2. *** Significância estatística p<0,001; ** Significância estatística 
p<0,01. 
 
 Vh 
(mV) 
Vs 
(mVe-1) 
 
*** ** 
IK1 
n=8 
-8,8 ± 1,38 10,3 ± 0,60 
IK2 
n=9 
-25,6 ± 2,99 13,9 ± 1,73 
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Fig. 12 – Curvas de activação reconstruídas a partir dos parâmetros médios obtidos para 
IK1 (linha a cheio) e IK2 (linha a tracejado). 
 
As duas células, que na secção anterior foram separadas das restantes, apresentam 
curvas de activação que mais uma vez sugerem apenas a presença de IK2. Os valores 
médios dos parâmetros Vh e Vs medidos no pico da corrente destas células foram Vh =-
15,9 mV e Vs =13 mVe-1, valores muito semelhantes às medidas de amplitude executadas 
no fim do pulso de despolarização cujos valores são Vh =-15,7 mV e Vs =13,7 mVe-1.  
 Quer a corrente IK1 quer a corrente IK2 inactivam, i.e., apresentam decaimento ao 
longo do tempo. Para caracterizar a inactivação no estado estacionário aplicou-se uma 
série de pré-pulsos de -120 mV até -20 mV, com incrementos de 5mV, seguidos de uma 
despolarização para 30 mV (protocolo de inactivação) como ilustrado na figura 13. Com 
esta estratégia a força electromotriz não varia entre registos, pois o potencial de membra-
na da despolarização foi mantido em 30 mV, o que assegura uma diferença em relação ao 
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potencial de equilíbrio constante. Como os valores de corrente foram normalizados, as 
curvas de inactivação no estado estacionário são directamente comparáveis, não havendo 
a necessidade de os converter em condutância. Foram obtidas curvas de variação de cor-
rente em função das alterações de potencial de repouso (fig. 14 B) e foi ajustada uma fun-
ção de Boltzman simples com a forma:  
 
k
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                                (eq. Y5) 
 
em que k representa a fracção de corrente que não inactiva, Vm representa o poten-
cial de comando, Vh representa o potencial de membrana em que metade dos canais estão 
activados e Vs é um indicador do declive do terço médio da curva sigmóide.  
As curvas de inactivação obtidas para o registo da célula da figura 13 estão ilustra-
das na figura 14. Os valores obtidos foram de Vh= -55,9 mV, Vs= -9,3 mVe-1 e k=0,06 
relativamente a IK1. Neste mesmo registo efectuaram-se medidas de amplitude média nos 
últimos 30 ms da resposta ao pulso despolarizante para a caracterização da inactivação de 
IK2. Efectuou-se o ajuste da equação Y5 aos valores da corrente IK2. Os parâmetros foram 
Vh= -94,8 mV, Vs= -9,1 mVe-1 e k=0,16.  
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Fig. 13 – Estratégia utilizada para o estudo da inactivação no estado estacionário. Registo 
obtido por aplicação de uma série de despolarizações para +30 mV precedidas por pré-
pulsos cujos valores variaram de -120 até -20 mV com incrementos de 5mV. Potencial de 
repouso de -60 mV. 
 
 
Na tabela IV estão os valores médios dos parâmetros Vh, Vs e k para IK1 e IK2. 
Resolvendo a equação Y5 com os valores da tabela IV foram obtidas as curvas de inacti-
vação representativas de cada componente (fig. 15). A partir da observação da tabela IV e 
da figura 15 é possível verificar que a inactivação da componente IK1, tal como a sua 
activação, se dá a potenciais de membrana mais despolarizados do que IK2. O teste de 
Mann-Whitney indicou haver diferenças estatisticamente significativas para os valores de 
Vh e de k entre as correntes IK1 e IK2 (p<0,001). Não houve diferenças estatisticamente 
significativas entre os valores de Vs para IK1 e IK2 (p=0,63). 
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Fig. 14 – Método para a obtenção de curvas de inactivação de IK1 e IK2. Os parâmetros 
obtidos através do ajuste da equação Y5 foram, para Ik1, Vh= -55,9 mV, Vs = -9,3 mVe-1, 
k = 0,06 e, para IK2, Vh=-94,8 mV, Vs=-9,1 mVe-1 e k = 0,16. A – Registo da figura 13 
com traços verticais a delimitar o intervalo onde se efectuaram as medidas de amplitude. 
B – Curvas de inactivação de IK1 () e IK2 (). 
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Tabela IV: Valores médios dos parâmetros de inactivação Vh, Vs e k obtidos para IK1 e 
IK2. *** Significância estatística p<0,001; n.s. ausência de significância estatística 
p>0,05. 
 
 Vh 
(mV)  
Vs 
(mVe-1) 
k 
 
 *** n.s. *** 
IK1 
n=10 
-56,7 ± 3,94 -9,6 ± 1,31 0,10 ± 0,02 
IK2 
n=10 
-88,7 ± 3,25 -10,4 ± 1,02 0,27 ± 0,03 
 
 
 
 
Fig. 15 – Curvas de inactivação reconstruídas a partir dos parâmetros médios obtidos para 
IK1 (linha a cheio) e IK2 (linha a tracejado). 
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Os parâmetros de caracterização da inactivação no estado estacionário das duas 
células tratadas à parte nas secções anteriores apontam mais uma vez para a hipótese de 
nestas células apenas estar presente a corrente IK2. A avaliação dos parâmetros das cor-
rentes foi feita como ilustrado na figura 14. Os valores médios obtidos foram Vh= -79,2 
mV no pico vs. -80 mV no final, Vs= -14,2 mVe-1 no pico vs. -12,6 mVe-1 no final. Este 
resultado sugere a presença apenas da componente IK2 uma vez que os valores obtidos são 
muito próximos dos obtidos para IK2. Na figura 16 está representada a resposta de uma 
destas células ao protocolo de inactivação 
 
 
 
 
 
Fig. 16 – Resposta de uma das células tratadas separadamente nas secções anteriores a 
um protocolo de inactivação (igual ao da figura 13). 
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Discussão 
 
 
Tanto quanto foi possível investigar, este trabalho apresenta a primeira descrição de 
correntes iónicas de células de órgãos auditivos de Insectos. Registos em voltagem con-
trolada de células inteiras (Whole-Cell Patch-Clamp) já tinham sido executados em célu-
las de outros tecidos de Insectos e.g. gafanhotos: interneurónios locais e neurónios do 
lobo óptico, Laurent, 1991, Schmidt et al., 1998; grilos: neurónios do gânglio terminal 
olfactivo, Ferber et al., 2001; traças: neurónios olfactivos e do lobo antenar, Mercer et al., 
1995, Kloppenburg et al., 1999; moscas: neurónios do sistema nervoso central, Wu et al., 
2001; borboletas: neurónios olfactivos receptores, Lucas e Shimahara, 2002; abelhas: 
células de Kenyon, Schäffer et al. 1994). 
O presente trabalho pretendia identificar as correntes macroscópicas de potássio que 
estariam presentes nas células receptoras auditivas de gafanhoto. A opção pela utilização 
de gafanhotos da espécie Schistocerca gregaria deveu-se à disponibilidade destes insec-
tos em culturas comerciais, o que permite a sua utilização durante todo o ano, fazendo 
desta espécie um bom modelo para o estudo das correntes iónicas em células auditivas de 
insectos. 
Para além do estabelecimento de um método para dissociação das células do órgão 
auditivo, foi possível identificar a presença de duas correntes de potássio com caracterís-
ticas diferentes, e obter a descrição paramétrica da sua dependência da voltagem. 
Como se descreveu na secção de métodos começou por se estabelecer um método 
para isolamento das células. O órgão auditivo de Schistocerca gregaria localiza-se sobre 
a face interna da membrana do tímpano, que por sua vez está localizada sobre um saco 
traqueal repleto de ar, e encontra-se envolvido por uma bainha de tecido epitelial (Yack, 
2004). Assim, para obter células isoladas é necessário dissociar os receptores auditivos 
não apenas entre si, mas também do tecido epitelial. O isolamento das células do órgão 
auditivo provou ser uma tarefa difícil já que o tecido epitelial da bainha envolvente é 
mais resistente do que o tecido nervoso à digestão enzimática, e a sua remoção deve ser 
feita sem comprometer a integridade das membranas dos receptores. Foi necessário testar 
inúmeras combinações de enzimas e tempos de incubação para se obter um compromisso 
aceitável entre a digestão do tecido epitelial e a obtenção de células receptoras com 
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membrana em bom estado para se realizarem registos. Um outro factor crítico para o 
sucesso do isolamento das células receptoras é a dissociação mecânica do órgão após a 
digestão enzimática. O tempo de execução, as correntes de fluido geradas através da pon-
ta da pipeta bem como o diâmetro da ponta da pipeta utilizada são factores determinantes 
no processo. Demasiado tempo de processamento mecânico não permitia obter células na 
placa de Petri com as membranas em estado aceitável, enquanto dissociações durante um 
período insuficiente não garantiam a separação das células receptoras. É de salientar, con-
tudo, que a aferição do tempo de dissociação é difícil, tornando a reprodutibilidade baixa, 
sobretudo pela dificuldade em diagnosticar o momento em que a dissociação deve ser 
terminada.  
Outro factor que se revelou importante para a obtenção de células em boas condi-
ções para registo foi o tempo de permanência dos animais no laboratório. Com efeito, 9 
dos 12 registos foram obtidos com animais cujo tempo de permanência no laboratório foi 
igual ou inferior a 5 dias, sugerindo ser a idade dos insectos adultos um importante ele-
mento a ter em conta quando se planeiam as experiências. As várias tentativas de utiliza-
ção de animais com um período de permanência no laboratório superior a 5 dias resulta-
ram num menor sucesso, quer em termos de número de células isoladas, quer em termos 
de qualidade da membrana das mesmas, avaliada pela qualidade e quantidade dos registos 
obtidos. 
O presente trabalho permitiu reconhecer duas correntes de potássio. Elas podem ser 
identificadas pela sua amplitude bem como pelas suas propriedades de activação e inacti-
vação. A corrente descrita neste trabalho como IK1 é uma corrente inactivante que se 
assemelha à corrente de tipo A descrita para o músculo ventral longitudinal lateral de lar-
vas de Drosophila (Wu e Haugland, 1985). De entre as várias preparações de Insectos 
que possuem corrente do tipo A (e.g. gafanhotos: interneurónios locais e neurónios do 
lobo óptico, Laurent, 1991, Schmidt et al., 1998; traças: neurónios olfactivos e do lobo 
antenar, Mercer et al., 1995, Kloppenburg et al., 1999; moscas: neurónios do sistema 
nervoso central, Wu et al., 2001; borboletas: neurónios olfactivos receptores, Lucas e 
Shimahara, 2002; abelhas: células de Kenyon, Schäffer et al. 1994), aquela que possui 
parâmetros de activação e inactivação mais próximos dos aqui descritos é a de interneu-
rónios olfactivos de Manduca sexta (Kloppenburg et al., 1999).  
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 A corrente descrita neste trabalho como IK2 é também inactivante, mas com uma 
inactivação mais lenta do que a corrente IK1. Esta corrente assemelha-se à corrente descri-
ta como corrente rectificadora tardia (delayed rectifier) presente no músculo ventral lon-
gitudinal lateral de larvas de Drosophila (Wu e Haugland, 1985). Em células fotorrecep-
toras de Drosophila a corrente IK,f descrita por Hardie em 1991 (Hardie, 1991) apresenta 
parâmetros semelhantes, quer do ponto de vista do decurso temporal quer do ponto de 
vista da activação e da inactivação no estado estacionário. 
É de notar que os registos que dizem respeito a IK1 apresentam uma segunda cons-
tante de tempo de decaimento da corrente, tendo esta um valor próximo do da constante 
de tempo obtida para IK2 (tabela I). Uma possível explicação poderá residir no facto de 
cerca de 25 % da corrente IK2 não inactivar (tabela IV), podendo, em certos casos, a cor-
rente ser detectável, mesmo que o protocolo experimental não permitisse a remoção da 
inactivação. Por outro lado isto pode também sugerir a existência de duas sub-populações 
de canais tal como foi apontado para outras preparações de Insectos (Singh e Wu, 1990; 
Schäfer et al., 1994) 
A corrente IK1 possui valores de Vh mais despolarizados do que IK2 quer para a acti-
vação quer para a inactivação (tabelas III e IV). Para além disso as suas contribuições 
para a corrente total variam ao longo do tempo. É de notar que a corrente IK2 se encontra 
totalmente inactivada a valores de potencial de membrana nos quais a corrente IK1 ainda 
possui cerca de 50 % dos seus canais no estado não-inactivado (fig. 15). Estas diferenças 
sugerem que as correntes desempenhem papéis diferentes nestas células. 
Não se pode excluir a possibilidade de a utilização de TTX ter ocultado uma even-
tual corrente de potássio dependente do influxo de sódio como a corrente presente em 
interneurónios do terceiro lobo óptico da mosca Calliphora erythrocephala (Haag et al., 
1997). A utilização de TTX um bloqueador de canais sódio garantiu melhores condições 
de registo para correntes de potássio.  
 Duas das doze células obtidas parecem ter apenas a corrente IK2. Morfologicamente 
estas células apresentaram um aspecto diferente das restantes células. Contudo, devido ao 
facto de a morfologia poder ser alterada devido ao processo de dissociação utilizado neste 
trabalho, a hipótese de se usarem características morfológicas para caracterizar possíveis 
diferenças entre as células deverá ser ponderada com cautela. Outra hipótese a considerar 
42 
é a de que estas células tenham perdido os canais responsáveis por IK1 durante a digestão 
enzimática. Caso estas diferenças não se devam a um destes artefactos experimentais fica 
em aberto a possibilidade de estas células representarem um subgrupo dentro deste órgão.  
No futuro seria interessante verificar se as correntes de potássio aqui identificadas 
estarão implicadas na sintonia das células auditivas destes animais, pois existem indica-
ções de que processos electrofisiológicos envolvendo canais de potássio poderão estar 
implicados nos processos de sintonia dos receptores auditivos de pelo menos alguns 
Insectos (gafanhotos: Oldfield, 1988; cigarras: Fonseca e Correia, 2007). A ressonância 
eléctrica foi descrita em alguns vertebrados como podendo gerar oscilações de potencial 
de membrana abaixo de 1 kHz, oscilações essas que condicionam a sintonia das células 
auditivas (e.g. Fuchs e Evans, 1990; Fettiplace e Fuchs, 1999). Se um processo semelhan-
te ocorresse nos receptores auditivos destes insectos, as oscilações teriam que ser muito 
mais rápidas pois os efeitos da variação de sintonia são observáveis a frequências entre os 
3 e os 6 kHz (Oldfield, 1988; Fonseca e Correia, 2007). Assim, os mecanismos pelos 
quais os canais de potássio das células receptoras poderão estar envolvidos na variação da 
sintonia das células auditivas observada com variação de temperatura e aplicação de TEA 
permanecerão, por enquanto, desconhecidos. 
Contudo, a descrição da técnica de dissociação que permitiu a aplicação do Whole-
Cell Patch-Clamp ao registo das correntes iónicas presentes nos receptores destes insec-
tos poderá vir a contribuir para uma extensão desta investigação e para a clarificação dos 
mecanismos de audição intrínsecos aos receptores. 
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